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CAPÍTULO VIII 
 
FUNDAMENTOS DE EVOLUCIÓN MOLECULAR DIRIGIDA DE 
ENZIMAS 
MIGUEL ALCALDE 
RESUMEN 
La evolución molecular dirigida es una poderosa herramienta de ingeniería de 
proteínas con la capacidad de mejorar características determinadas o de crear 
nuevas funciones enzimáticas no requeridas en ambientes naturales. En ella, 
el científico emula en el laboratorio los procesos claves de la evolución natural 
(mutación, recombinación y selección) y lo hace de tal manera que es posible 
diseñar enzimas de gran interés científico y tecnológico. La diversidad 
genética se recrea mediante mutaciones introducidas de manera aleatoria y/o 
recombinaciones en el material genético que codifica para  las proteínas de 
interés. Después esta variabilidad génica se expresa y explora en las 
condiciones en las que se quiere mejorar la enzima. A continuación se 
escogen las mejores variantes de la generación creada, y se emplean como 
parentales en un nuevo ciclo de evolución, repitiendo este proceso tantas 
veces como sea necesario, hasta que se consiga el biocatalizador con las 
cualidades deseadas: estabilidad a altas temperaturas o en medios no 
convencionales, mejor eficiencia catalítica,  actividad frente a nuevos 
sustratos, etc.  
Este capítulo constituye una revisión general acerca de la metodología de 
evolución dirigida, comentando el proceso, sus virtudes y debilidades así como 
las diferentes alternativas en diseño evolutivo. 
Palabras clave: Evolución molecular dirigida; High-throughput screening; 
Hospedador heterólogo; Generación de diversidad.	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ABSTRACT 
Principles	  of	  directed	  molecular	  evolution	  of	  enzymes 	  
Directed Molecular Evolution is a powerful protein-engineering tool to improve 
known features or to generate novel enzymatic functions not required in natural 
environments. The scientist recreates in the laboratory the key events in 
natural evolution (mutation, DNA-recombination and selection), thereby making 
it possible to design scientifically interesting and technologically useful 
enzymes. Diversity is mimicked by random mutagenesis and/or recombination 
in the gene/s encoding a specific protein/s. Afterwards this genetic diversity is 
expressed and explored under the conditions in which one wants to improve 
the enzyme. Thus, the best performers in each generation are selected and 
further used as the parental types for a new round of evolution. The process is 
repeated as many times as necessary, until a biocatalyst is obtained with the 
desired traits: stability at high temperature or in organic solvents; improved 
catalytic activities; higher specificity; etc.  
This chapter constitutes a general overview about the methodology of directed 
evolution, giving insights in the process, merits and flaws as well as the 
different possibilities available in evolution design. 
Keywords: Directed molecular evolution, High-throughput screening, Heterologous 
host, Generation of Diversity. 
 
1. INTRODUCCIÓN 
Las enzimas han evolucionado durante millones de años adquiriendo 
diferentes propiedades para desarrollar funciones metabólicas muy específicas en 
contextos celulares determinados. Estos catalizadores biológicos exhiben un poder 
catalítico exquisito pudiendo ser altamente quimio-, regio- y estéreo-selectivos y 
llegando a acelerar las reacciones más complejas muchos ordenes de magnitud 
(hasta 1019 veces) (1). En la mayoría de los organismos, las enzimas están 
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habituadas a funcionar en unas condiciones de reacción suaves (en soluciones 
acuosas, temperatura ambiente y pH neutro) lo que lleva asociado un impacto 
medioambiental muy reducido (2). Sin embargo, para la eficiente aplicación 
biotecnológica e industrial de los biocatalizadores se requieren enzimas activas y 
estables bajo las drásticas condiciones del proceso (presencia de disolventes 
orgánicos u otros medios no acuosos, elevadas temperaturas, pHs extremos, etc.) 
(3, 4). Lamentablemente, la mayor parte de las enzimas -a excepción de unas pocas 
procedentes de ambientes extremos (5, 6)- terminan inactivándose o 
desnaturalizándose bajo las exigentes condiciones industriales. 
Durante los últimos 25 años la investigación en el campo de la ingeniería de 
proteínas se ha visto impulsada por los avances en la tecnología del DNA 
recombinante, genómica y proteómica, y más recientemente por el desarrollo de 
herramientas de high-throughput (7) que ha multiplicado el diseño, a nivel molecular, 
de nuevos biocatalizadores y procesos biocatalíticos (8, 9). De esta manera, se han 
generado múltiples métodos para la creación o mejora de nuevas actividades y 
propiedades enzimáticas de relevancia biotecnológica al tiempo que se ha aportado 
luz sobre la relación estructura/función de muchas proteínas (10).  
Desafortunadamente, las enzimas son moléculas extremadamente complejas 
y a menudo la relación entre su secuencia, estructura y mecanismo/función se 
escapa al conocimiento científico. El enfoque más tradicional en el campo de la 
ingeniería de enzimas se sustenta en el denominado diseño “racional” (mutagénesis 
dirigida a posiciones concretas del catalizador, en base a modelos o estructuras 
cristalográficas). Este abordaje, sin embargo, muchas veces se ha visto limitado por 
la ausencia de información estructural y mecanística requerida (11). A pesar del 
progreso en la resolución de proteínas por técnicas de cristalografía de rayos X o 
espectroscopía RMN, así como de la disponibilidad de programas informáticos cada 
vez más potentes y el apoyo de bases de datos de genes y proteínas (12), el diseño 
“racional” se ve frenado en la práctica por la complejidad de la función proteica. Se 
debe tener en cuenta que las enzimas son moléculas dinámicas, plásticas, en las 
cuales la entrada de sustratos y formación de productos siempre va acompañada de 
cambios locales y/o conformacionales con los correspondientes establecimientos o 
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rupturas de interacciones que un modelo cristalográfico no puede recoger con 
exactitud en toda su dimensión. En cierto sentido, un modelo cristalográfico 
representa con precisión tan sólo un momento determinado de la intrincada cinética 
enzimática, y a pesar del esfuerzo por obtener modelos más completos en presencia 
de análogos estructurales y del desarrollo exhaustivo de herramientas de modelado 
molecular, la predicción de la función catalítica sigue siendo limitada (14, 15). 
La estrategia alternativa más adecuada para la ingeniería de enzimas en 
ausencia de suficiente información estructural es la denominada evolución molecular 
dirigida o evolución in vitro (15, 16). Se trata de una efectiva herramienta que está 
revolucionando la biotecnología, permitiendo el diseño de nuevas funciones 
enzimáticas nunca antes requeridas en ambientes naturales (17). Esta metodología 
recrea en el laboratorio los procesos claves de la evolución natural (mutación, 
recombinación y selección) de manera que es posible diseñar enzimas de gran 
interés científico y tecnológico. Existen, sin embargo, diferencias sustanciales entre 
el simplificado proceso de evolución dirigida de enzimas y la evolución natural 
postulada por Darwin y sus contemporáneos (18, 19). 
La evolución natural puede tener lugar a niveles extremadamente complejos -
de organismos completos- mientras que la evolución dirigida se limita a un único 
gen, o en el mejor de los casos a rutas metabólicas relativamente simples (20, 21). 
En la evolución natural, las adaptaciones más sobresalientes aparecen de 
manera espontánea durante la reproducción y supervivencia de los organismos, 
mientras que en la evolución dirigida, la presión selectiva es estrictamente estipulada 
por el investigador en busca de una mejora en particular (17, 22). 
La evolución dirigida comprime la escala temporal de la evolución natural 
desde miles de millones de años, hasta tan sólo meses de trabajo en el laboratorio 
(23). 
En la evolución in vitro, mediante mutagénesis aleatoria y/o recombinaciones 
en el material genético que codifica para una o varias proteínas, se crea una 
diversidad genética que posteriormente se expresa y explora bajo las condiciones en 
las que se quiere mejorar la enzima (altas temperaturas o medios no 
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convencionales, pHs extremos, etc. (24). De esta manera, sometiendo los genes 
seleccionados a ciclos sucesivos de evolución artificial, las diferentes mutaciones 
puntuales beneficiosas se irán acumulando y combinando hasta adquirir la 
propiedad deseada, que se ve mejorada de manera acumulativa, generación tras 
generación (Figura 1) (11, 25).  
 
 
Figura 1.- Esquema general de un clásico experimento de evolución molecular dirigida (13). 
	  
Hoy en día, las enzimas mejoradas por evolución de laboratorio son cada vez 
más abundantes, incluso ya se comercializan muchos productos desarrollados por 
esta vía. Empresas como Genencor, Dow Chemical, Maxygen, Diversa o 
Novozymes entre otras tienen líneas punteras de evolución dirigida, al tiempo que el 
número de artículos científicos sobre esta metodología crece rápidamente (Figura 2) 
(13, 26).  
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La mayoría de las características enzimáticas -regioespecificidad (27), 
enantioespecificidad (28, 29), quimioespecificidad (30), termoestabilidad (31-33), 
estabilidad en disolventes orgánicos (34, 35), expresión génica (36), incluso la 
búsqueda de actividades de novo en el caso de anticuerpos catalíticos (9) - pueden 
ser sometidas a experimentos de evolución dirigida.  
Los tres requisitos más importantes e indispensables a la hora de desarrollar 
una estrategia de evolución en el laboratorio son: 
Disponer de un organismo hospedador adecuado para la expresión funcional 
de la enzima a evolucionar (generalmente Escherichia coli o Saccharomyces 
cerevisiae). 
Contar con métodos de generación de diversidad lo suficientemente variados 
como para abordar de manera eficaz el estudio del vasto espacio de secuencia 
proteica. 
Diseñar un método de screening o exploración robusto y fiable para mejorar la 
característica enzimática marcada como objetivo evolutivo por el investigador. 
 
 
Figura 2-. Número de artículos científicos publicados entre los años 1990 y 2004 sobre evolución dirigida. 
En naranja, se indica los trabajos en los que se ha mejorado la enantioselectividad mediante evolución in 
vitro (29).  
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2. ELECCIÓN DE UN ORGANISMO HOSPEDADOR  
La expresión funcional heteróloga de los genes que codifican la proteína de 
interés es el primer requerimiento para llevar a cabo un experimento de evolución 
dirigida.  
Los organismos hospedadores más utilizados en experimentos de evolución 
dirigida son E. coli y S. cerevisiae aunque también hay trabajos en los que se ha 
empleado Bacillus subtillis (37) o como el caso de la evolución de una 
cloroperoxidasa del hongo Caldariomyces fumago donde la transformación de las 
genotecas se realizó en el mismo organismo productor (38). Más recientemente se 
ha diseñado un sistema basado en la fisiología de Pichia pastoris, pero la 
recuperación de los genes mutados junto con la baja eficiencia de transformación 
limita su aplicación práctica (39). 
En cualquier caso, considerando la eficiencia de transformación, la estabilidad 
del DNA plasmídico y la tasa de crecimiento, E. coli es el organismo hospedador 
más frecuentemente utilizado. Sin embargo, la expresión bacteriana de genes 
eucarióticos puede estar limitada por la diferencia entre los sistemas de expresión 
bacterianos y los nativos. El diferente uso de codones, y las modificaciones post-
traduccionales como el procesamiento proteolítico o las glicosilaciones pueden 
causar bajos niveles de expresión, o un plegamiento inapropiado, con la 
consiguiente formación de cuerpos de inclusión (40).  
Algunos de estos problemas pueden evitarse si estos genes se expresan en 
hospedadores eucarióticos cuya maquinaría celular sea más próxima a la nativa, 
como es el caso de las levaduras. En especial, el uso de S. cerevisiae es de gran 
interés ya que posee la habilidad de glicosilar y secretar las proteínas al medio 
extracelular (lo cual evita en muchos casos pasos intermedios de lisis celular) y tiene 
una elevada eficiencia de transformación (41). Además, haciendo uso de un vector 
episómico adecuado no integra el plásmido dentro de su genoma, tal y como hace 
Pichia pastoris (42), facilitando así su posterior manipulación. Otra ventaja muy 
interesante desde un punto de vista evolutivo es su elevada frecuencia de 
recombinación de DNA, la cual a diferencia de E. coli  permite la construcción de 
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genotecas in vivo a través de la recombinación homóloga de diferentes genes 
(conocido como in vivo DNA shuffling o barajado, ver siguiente apartado). Por último, 
la ligación de los genes mutados en vectores de expresión es, en muchos casos, un 
paso laborioso que requiere un ajuste fino. En levaduras, el mecanismo reparador de 
huecos (in vivo gap repair) puede sustituir la ligación in vitro de una manera rápida y 
precisa (43, 44). Los insertos de genes mutados son co-transformados con el 
plásmido linearizado que contiene secuencias homólogas (con al menos 15 bases 
de homología) con ambos extremos del inserto (45, 46). La propia maquinaría 
celular los recombina homólogamente para recrear un plásmido circular de 
replicación autónoma (47).  
3. GENERACIÓN DE DIVERSIDAD 
El éxito en la optimización de una proteína mediante evolución molecular 
dirigida depende en gran parte del tamaño de la genoteca (que debe ajustarse a la 
capacidad de screening) y de su calidad (la frecuencia y el tipo de 
mutaciones/recombinaciones introducidas). En una proteína de 300 aminoácidos 
existen 5700 maneras diferentes de cambiar un sólo residuo, 16 millones de 
maneras de cambiar dos y más de 30000 millones de cambiar tres. Por lo tanto, es 
imposible investigar todo el espacio proteico con las herramientas actualmente 
disponibles (48, 49). Además si tenemos en cuenta que las mutaciones beneficiosas 
son muy poco frecuentes (la mayoría son neutras o deletéreas), y mucho menos las 
combinaciones de éstas, es preferible desarrollar una estrategia de pasos pequeños, 
cambiando aproximadamente de uno a tres aminoácidos por generación (24). En 
definitiva, una estrategia en la que mutaciones puntuales beneficiosas se vayan 
acumulando y recombinando en generaciones consecutivas hasta adquirir la 
propiedad enzimática deseada. 
En general, se suelen emplear dos alternativas para la generación de 
diversidad: la mutagénesis aleatoria a partir de un único gen parental, y los métodos 
de recombinación de DNA de varios genes parentales (50). 
 Fundamentos	  de	  evolución	  molecular….	   297	  
 
	  
Figura 3.- Ruta del proceso de evolución dirigida de una lacasa de alto potencial redox en S. cerevisiae 
llevado a cabo en nuestro laboratorio.  
 En este ejemplo, se llegó a mejorar 34.000 veces las capacidades catalíticas 
de la enzima, aunando una mejora en la secreción y en las cinéticas enzimáticas al 
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tiempo que se conservó la termoestabilidad. Para ello se llevaron a cabo 8 ciclos de 
evolución in vitro combinando la mutagénesis aleatoria con diversas estrategias de 
recombinación de DNA. En los últimos ciclos se hizo uso del enfoque racional para 
recuperar mutaciones puntuales no seleccionadas e incorporar mutaciones 
procedentes de experimentos paralelos de evolución dirigida con otra lacasa con alto 
grado de identidad de secuencia. MAT: mejora en actividad total; MT: mejora en la 
termoestabilidad. 
3.1. Mutagénesis aleatoria 
Existen numerosos métodos para producir mutaciones puntuales al azar en el 
gen que codifica la enzima de interés. El método más utilizado es la reacción de 
PCR propensa a error (error-prone PCR o epPCR) que genera mutaciones 
deliberadamente mediante el empleo de una DNA polimerasa que carece de 
actividad correctora o bien induce la aparición de mutaciones bajo unas 
determinadas condiciones de reacción (17, 51). 
Uno de los factores más importantes a considerar en las reacciones epPCR 
es la frecuencia de mutación o promedio de mutaciones por gen. La frecuencia de 
mutación total es el producto de tres parámetros: la tasa de error (fidelidad) de la 
DNA polimerasa en las condiciones de reacción, el tamaño del gen a mutar, y el 
número de ciclos de duplicación efectiva. La fidelidad de la polimerasa también 
depende de la naturaleza de la secuencia diana, ya que se pueden observar 
diferentes tasas de mutación en secuencias distintas incluso bajo las mismas 
condiciones de reacción.  
Para el estudio de la relación estructura-función, una frecuencia de mutación 
que induzca un cambio de un aminoácido por gen parece lo más deseable. Sin 
embargo, los estudios de evolución dirigida para mejorar actividad o estabilidad de 
enzimas utilizan frecuencias mayores, induciendo 1-4 cambios de aminoácidos (2-7 
sustituciones nucleotídicas) por proteína. Sorprendentemente, también se han 
obtenido proteínas con propiedades mejoradas a partir genotecas altamente 
mutagenizadas con más de 20 mutaciones por gen (52, 53). Típicamente, una tasa 
de error es adecuada cuando el 30-40% de los mutantes de la librería presenta 
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menos del 10% de la actividad de la enzima parental; sin embargo, este valor puede 
cambiar, dependiendo de la enzima y de la función (54). 
Aunque simples y versátiles, los métodos de epPCR son limitados en su 
habilidad de crear diversidad a nivel genético. El mayor de los inconvenientes de la 
epPCR deriva de la intrínseca redundancia del código genético. Existen 61 codones 
que se traducen en los 20 aminoácidos esenciales. En términos prácticos, 
únicamente se puede acceder, de promedio, a aproximadamente 5,6 aminoácidos 
de los 20 posibles a través del cambio de una única base por codón (55). 
Otra característica de la estructura del código genético es que un único 
cambio de base frecuentemente genera sustituciones de aminoácidos conservativas, 
reemplazando un aminoácido por otro de propiedades físico-químicas similares (56). 
Por este motivo, los aminoácidos que son traducidos a partir de 4 o 6 codones son 
más frecuentes en una colección de mutantes que aquellos que sólo codifican por 
uno o dos codones. Este desequilibrio es aún más importante en genotecas con una 
tasa de error pequeña. Todo esto, unido a la tendencia mutacional de las 
polimerasas, especialmente hacia las transiciones (cambios de bases púricas por 
púricas y pirimidínicas por pirimidínicas) (51), hace que se reduzca 
significativamente la diversidad de los nucleótidos sustituidos y por lo tanto una 
amplia fracción del espacio proteico quede inexplorado. 
Como alternativas mutagénicas a la epPCR algunas de las metodologías que 
se emplean son, entre otras: i) mutágenos físico/químicos (radiación UV, agentes 
desaminantes o alquilantes) (26, 57) ; ii) cepas mutadoras (29); iii) métodos basados 
en la mutagénesis saturada como la mutagénesis de cassette, mutagénesis de 
codón o la mutagénesis de secuencia saturada (58, 59); iv) técnicas que posibilitan 
la deleción y posterior inserción de un número arbitrario de bases consecutivas en 
posiciones al azar (60); v) o estrategias más recientes como la permutación circular 
en la que tras fusionar los extremos N y C terminal de una proteína y circularizar la 
construcción, se promueven cortes al azar para conseguir una proteína con la misma 
secuencia y estructura en términos generales pero en la que la cadena polipeptídica 
empieza y acaba en posiciones muy diferentes (61).  
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3.2. Métodos de recombinación del ADN 
En la naturaleza, la recombinación del ADN mediante los procesos de 
reproducción sexual juega un papel muy importante en la supervivencia y evolución 
de los organismos vivos porque permite reparar los genes dañados y aumentar la 
diversidad genética de una población dada (26). 
En el laboratorio, mediante la recombinación del material genético de 
diferentes genes se acelera el proceso evolutivo facilitando la acumulación de 
mutaciones beneficiosas y eliminando aquellas que se presentan como deletéreas o 
neutrales (49).  
Es importante tener en cuenta que durante la mutagénesis aleatoria sólo las 
mutaciones del gen seleccionado son transmitidas a la siguiente generación, 
descartando otras variantes posiblemente útiles y haciendo que sus mutaciones 
beneficiosas deban ser re-descubiertas para acumularse en posteriores ciclos de 
evolución (62). Por este motivo, los métodos de recombinación de ADN se 
convierten en herramientas realmente poderosas puesto que permiten la 
incorporación de las mejores mutaciones de diversas variantes en un mismo ciclo. 
En 1994 Pim Stemmer, desarrolló el primer método de recombinación in vitro 
de ADN conocido como in vitro ADN shuffling (63). Se basa en la fragmentación 
aleatoria del ADN mediante la acción de una ADNsa, seguida de una reacción de 
PCR en ausencia de oligonucleótidos cebadores para el reensamblaje de los 
fragmentos, la cual gradualmente produce secuencias recombinadas completas con 
nuevas combinaciones.  
A raíz de los experimentos de Stemmer, se han desarrollado multitud de 
nuevas técnicas para la creación de diversidad mediante la recombinación de genes 
(Figura 4) (8, 24, 26, 50, 62, 64). 
a) Métodos in vitro 
1. Métodos basados en la recombinación homóloga del DNA: StEP (Staggered 
Extensión Process) (65) y RACHITT  (Random Chimeragenesis on Transient 
Templates) (66). 
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2. Métodos basados en el Family shuffling (67) o recombinación de genes de 
una misma familia o relacionados con una homología de secuencia superior al 
60%: DOGS (Degenerate Oligonucleotide Gene Shuffling) (68) y variedades 
del family shuffling haciendo uso de DNAs de cadena sencilla o enzimas de 
restricción (69, 70). 
3. Métodos basados en la recombinación de genes con una homología de 
secuencia inferior al 60%: ITCHY (Incremental Truncation for The Creation of 
Hybrid enzymes) (71), THIO-ITCHY (72), SCRATCHY (combina ITCHY y DNA 
shuffling) (73), SHIPREC (Secuence Homology-Independent Protein 
Recombination)  (74) e in vivo Exon Shuffling (75). 
b) Métodos in vivo: S. cerevisiae como herramienta para la generación de diversidad 
La mayoría de las técnicas de recombinación in vitro de ADN requieren una 
manipulación precisa del material genético (fragmentación, ligación a vectores de 
expresión, etc.) y a menudo resultan ser mutagénicas debido a las diferentes 
reacciones de amplificación que se deben llevar a cabo (44, 47, 57). En S. 
cerevisiae, la recombinación in vivo es un método sencillo, rápido y no mutagénico. 
En efecto, la elevada frecuencia de recombinación y la fácil manipulación de S. 
cerevisiae hace que la recombinación homologa in vivo sea una valiosa herramienta 
para crear genotecas altamente diversas a partir de genes de la misma familia (43, 
76). Una de las ventajas del in vivo shuffling es que durante la recombinación el 
aparato corrector de errores de la célula de levadura previene la aparición de 
mutaciones adicionales que son comunes en los métodos in vitro (44, 47). Además, 
estudios sobre la identidad de secuencia requerida para la recombinación homóloga 
en levadura sugieren que secuencias de ADN que compartan de 15 a 30 pares de 
bases contiguas pueden recombinar (78). Por lo tanto se antoja factible aplicar el in 
vivo shuffling para crear genes quiméricos a partir de familias de genes homólogos y 
así explotar la diversidad funcional natural (77). 
Otros métodos de recombinación in vivo empleados con éxito son: CLERY 
(Combinatorial Libraries Enhanced by Recombination in Yeast) que hace uso del in 
vitro DNA shuffling y la recombinación in vivo de levadura (79); y el Random 
Chimeragenesis by Heteroduplex basado en el sistema reparador de errores en el 
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ADN de E. coli (80). Más recientemente, se han reportado métodos como el IVOE (in 
vivo overlap extension) para la construcción de librerías combinatoriales, (44, 81, 82) 
o el IvAM (in vivo assembly of mutant libraries with different mutational spectra) (83) 
que se basa en el barajado in vivo de librerías mutagénicas de diferente perfil 
mutacional. La tendencia actual apunta al uso de los métodos in vivo e in vitro de 
manera combinada con la finalidad de expandir la exploración del espacio de 
secuencia proteica mediante la generación de nuevos entrecruzamientos (ej. la 
combinación de StEP e in vivo DNA-shuffling en el mismo ciclo de evolución) (84) o 
el arriba mencionado CLERY (79). 
 
Figura	  4.	  -­‐	  Algunos	  métodos	  de	  recombinación	  de	  DNA.	  	  
4. EL MÉTODO DE SCREENING 
La puesta a punto de un método eficiente para la detección de las 
propiedades deseadas es probablemente el elemento más determinante en un 
experimento de evolución dirigida (17, 85). Existen dos alternativas ampliamente 
utilizadas:  
StEP
Repetición de los pasos de 
desnaturalización y extensión del DNA 
para conseguir genes completos
Genes parentales
cebadores
Fragmentos cortos de DNA 
creados por ciclos breves de 
hibridación y extensión
Tras la desnaturalización, los fragmentos se 
hibridan aleatoriamente con los genes 
parentales continuando su extensión 
in vitro DNA shuffling
Genes parentales
DNAsa PCR
Digestión aleatoria 
del DNA parental
in vivo DNA shuffling
Genes parentales
Introducción de los 
genes parentales, junto 
con el vector linearizado
Plásmido linearizado
Transformación de 
células de S. cerevisiae
PCR PCR
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• La selección biológica es la generación de una función que confiere 
crecimiento o ventaja de supervivencia al organismo hospedador. La enzima 
se encuentra vinculada a la supervivencia del hospedador, de tal forma que 
sólo los organismos que posean la característica deseada podrán crecer (11). 
Normalmente son métodos muy específicos y difíciles de implementar 
productivamente. Sin embargo, la selección puede ser un mecanismo muy 
eficiente de análisis permitiendo una exhaustiva búsqueda de librerías de 106 
e incluso más variantes. La principal desventaja es que la propiedad o 
proteína de interés no puede desacoplarse de la función biológica y que la 
actividad enzimática diana no debe interferir con el metabolismo celular. Por 
lo tanto, puede ser difícil, incluso imposible, su uso para explorar nuevas 
funciones como la actividad/estabilidad en ambientes no-naturales o a altas 
temperaturas (24). 
• La exploración o screening es un método más versátil y flexible, donde cada 
uno de los miembros de la librería es analizado individualmente para la 
propiedad catalítica a estudiar (86). Al contrario que en los procesos de 
selección, en el screening las condiciones experimentales pueden ajustarse 
para satisfacer el criterio deseado. El mayor inconveniente del screening, sin 
embargo, es que el tamaño de la librería que puede explorarse es limitado, 
normalmente alrededor de 104 clones, aunque con la ayuda de robots se 
pueden lograr incrementos de hasta un par de órdenes de magnitud.  
El screening de actividad enzimática normalmente se hace mediante 
detección de la absorbancia o mediante la emisión de fluorescencia (87). Los 
métodos colorimétricos son menos sensibles y selectivos que los fluorimétricos. Por 
norma general, los colorimétricos tienen su límite de detección en 10-7 g/mL (pocas 
sustancias pueden ser detectadas a concentraciones más bajas), y los fluorimétricos 
pueden llegar de 10-8 hasta 10-10 g/mL.  
Algunos métodos de screening se hacen directamente en fase sólida 
conteniendo el correspondiente sustrato. En estos casos, las variantes se detectan 
directamente por visualización de halos en torno a las colonias (coloración o 
decoloración) o la generación de color en el interior del hospedador. Estos estudios 
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pueden acoplarse a analizadores digitales, aumentando la exploración de las 
librerías hasta 105-106 variantes (88). En cualquier caso, son métodos cualitativos 
siendo particularmente válidos en procesos de pre-screenings. Por este motivo, el 
screening en fase líquida es el más empleado habitualmente, ya que son métodos 
cuantitativos, lo que permite valorar los pequeños cambios en las actividades como 
consecuencia de las mutaciones introducidas. En términos generales, este tipo de 
screening implica la transferencia de colonias individuales a microplacas -
generalmente en formato de 96 o 384 pocillos-, creciendo las células hasta la fase 
estacionaria, e induciendo a partir de estos microcultivos la expresión de la proteína 
(87). Es importante destacar que el screening en fase líquida facilita la inclusión del 
tipo parental bajo las mismas condiciones que los clones de la librería, obteniéndose 
datos más uniformes y fiables al contar cada microplaca con su propio estándar 
interno (17). Si la proteína en estudio es intracelular, se debe hacer un paso 
adicional de lisis celular para liberar los contenidos celulares. Finalmente, la 
actividad enzimática se cuantifica en un espectrofotómetro/fluorímetro lector de 
microplacas, o bien mediante el empleo de técnicas de cromatografía líquida de alta 
resolución en high-throughput (89). 
El sistema de screening debe permitir high-throughput (HTP) a coste 
moderado, y ser fiable y reproducible. En este aspecto, el desarrollo de la tecnología 
de robots manipuladores de líquidos mejora mucho la reproducibilidad, reduce la 
dispersión de los datos y facilita sobremanera la labor del investigador (Figura 5). Un 
sistema HTP-screening debe ser lo suficientemente preciso para detectar las 
pequeñas mejoras (de 1.5 a 4 veces, por norma general) y lo suficientemente 
sensible para detectar los bajos niveles de actividad en los primeros ciclos. Es decir, 
las condiciones de screening deben asegurar que las pequeñas mejoras esperadas 
a partir de sustituciones de un único aminoácido puedan ser detectadas. Esto se 
consigue mediante el ajuste de las condiciones del ensayo en un punto en el que la 
actividad de la enzima nativa o parental está cerca (y nunca por debajo) del límite de 
detección. Si la actividad de la enzima nativa se encuentra por debajo del límite de 
detección, las pequeñas mejoras no van a ser detectables (54).  
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Figura 5.- Equipamiento para HTP-screening. a) Robot picador de colonias. b) Lector de microplacas. c) 
Robot manipulador de líquidos. d) Inyector automático HTP para HPLC. 
Las reacciones más convenientes de analizar en HTP son aquellas que 
implican sustratos cromogénicos o fluorogénicos. Sin embargo, este tipo de análisis 
no es posible con muchos biocatalizadores y por ello en los últimos años ha habido 
un constante desarrollo de técnicas para el screening de actividades enzimáticas 
variadas (7, 24, 89): desde el uso de ensayos basados en el principio de 
transferencia de energía de resonancia fluorescente (FRET) acoplado a FACS 
(Fluorescente-Activated Cell Sorting); experimentos de compartimentalización in 
vitro; registro de cambios físico-químicos (por ejemplo pH o temperatura); o uso de 
marcadores isotópicos, hasta las más novedosas técnicas que hacen uso de 
fingerprinting de enzimas y microarrays (90, 91). 
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5. ESTUDIOS “SEMI-RACIONALES” 
 Tal como se ha comentado en el apartado 3, las limitaciones derivadas de los 
métodos mutagénicos actualmente disponibles son obvias, por lo que se está 
realizando un enorme esfuerzo para ampliar la exploración del espacio de secuencia 
proteica mediante los llamados  estudios “semi-racionales”. Mediante la técnica de 
mutagénesis saturada, donde un único codón que codifica para un determinado 
aminoácido de interés es mutado por todos los codones que codifican los 20 
aminoácidos naturales, se logra expandir el número de sustituciones aminoacídicas 
accesibles por mutagénesis aleatoria (92). Además, también puede utilizarse para 
mutagenizar simultáneamente varios codones (mutagénesis saturada combinatorial) 
tanto en bloques contiguos como en posiciones separadas. De esta forma se 
exploran todas las posibles combinaciones y permutaciones de aminoácidos de 
interés para identificar sus óptimas interacciones y sinergias en el estudio de las 
propiedades proteicas deseadas (27, 82). Si bien esta estrategia ha sido 
exitosamente empleada en muchos casos (82, 93), aparecen de nuevo limitaciones 
en la exploración, y es que la randomización de sólo 5 residuos generaría librerías 
de hasta 3.2x106 mutantes, inabordables con las actuales tecnologías de HTP-
screening.  
 
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Figura 6.- Fundamento de la mutagénesis saturada. NNN representa las 4 posibles bases nucleotídicas 
durante el diseño de oligos degenerados.	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Los estudios “semi-racionales” de proteínas son métodos que se sitúan entre 
el diseño “racional” y el evolutivo. Esto se debe a que hacen uso del análisis 
estructural de la enzima para la elección de los residuos a estudiar sometiéndolos a 
mutagénesis saturada combinatorial y acoplando el estudio a ensayos en HTP-
screening. Por ello se llaman métodos “semi-racionales”, puesto que hacen uso de la 
estructura (diseño racional) aunque al tiempo permiten el análisis exhaustivo de un 
gran número de variantes que se comparan con el parental (tal como sucede en los 
protocolos de evolución molecular) (94).  
Asimismo, la combinación experimental de la mutagénesis dirigida con la 
aleatoria o saturada puede resultar muy útil en el diseño de biocatalizadores. 
Dependiendo de la cantidad y el tipo de información estructural y funcional del que 
se dispone, la estrategia experimental a seguir puede variar: 
• Creación de librerías combinatoriales: es el caso más frecuente. Cuando se 
dispone de información estructural, se puede dirigir la mutagénesis saturada a 
varios residuos específicos (por ejemplo, aminoácidos en contacto directo con 
el sustrato o cerca del sitio activo).  
• Mutagénesis aleatoria y saturada simultáneamente: con este tipo de enfoque 
se pretenden potenciar en un sólo paso las propiedades del biocatalizador. 
Para ello, se hace mutagénesis saturada en residuos específicos, y el gen se 
amplifica finalmente mediante mutagénesis aleatoria descubriendo nuevas 
posiciones involucradas en el proceso catalítico. 
• Mutagénesis aleatoria seguida de mutagénesis saturada: se localizan por 
mutagénesis aleatoria residuos de interés catalítico y se expande su estudio 
mediante una posterior mutagénesis saturada. 
En una vertiente paralela, se están desarrollando novedosos métodos 
computacionales. Generalmente, son métodos basados en screening in silico 
(virtuales) de librerías del tamaño de hasta 1080 variantes, permitiendo la obtención 
de información de mutaciones que son inconsistentes con el plegamiento de la 
proteína. De esta manera se reduce considerablemente el trabajo experimental y en 
especial el espacio proteico susceptible de ser explorado. Los ejemplos más 
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destacados son el PDA (Protein Design Automation) (95) y el SCHEMA (96). PDA 
genera mutaciones a nivel de aminoácido y no de nucleótido, y permite la predicción 
de la secuencia óptima que puede adoptar un plegamiento deseado a partir del 
rastreo de secuencias. En principio el PDA permite la exploración de librerías de 
hasta 1023 mutantes, escogiéndose las secuencias óptimas en base a la energía 
conformacional más baja. Las mutaciones que aparecen con más frecuencia son las 
que se deben analizar experimentalmente, permitiendo identificar múltiples sitios de 
mutación y la evaluación de sinergias. Con el SCHEMA se identifican sitios proteicos 
que son tolerantes a mutaciones o que toleran entrecruzamientos sin alteraciones 
significativas. Aparte de los citados métodos computacionales existen también otros 
como el Evolutionary Trace Method (97) donde se escogen los residuos a mutar en 
base a estudios filogenéticos con genes relacionados; o métodos que predicen 
mutaciones que son necesarias para la introducción de sitios catalíticamente activos 
en moldes proteicos no catalíticos (98); y más recientemente, el análisis estadístico 
mediante ProSAR (Protein Sequence Activity Relationships) para aumentar 
estrategias de recombinación en protocolos de evolución molecular (99). 
6. CONCLUSIONES 
Cuando en los años 80 K.B. Mullis inventó la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR), en un principio muy pocos creyeron en su potencial. Tal es así, 
que su idea la vendió por unos pocos dólares; sin embargo unos años más tarde 
comenzó una autentica revolución biotecnológica. Entre otros desarrollos soportados 
por la PCR, se abrió la etapa del diseño racional de enzimas, que supuso una nueva 
forma de ingeniería de proteínas. En los 90, F.H. Arnold y W.P.C. Stemmer dieron 
un nuevo giro biotecnológico, presentando la evolución dirigida a la comunidad 
científica como una alternativa al diseño racional, cansados de las limitaciones que 
frustraban una y otra vez el diseño de enzimas más robustas. Mullis recibió el 
Premio Nobel en 1993; Arnold y Stemmer fueron premiados en el 2011 con el 
Charles Stark Draper (el Premio Nobel de Ingeniería). La próxima década promete 
nuevas emociones, pues ha llegado el momento de aunar esfuerzos para solucionar 
problemas que hasta hace muy poco se antojaban lejos de nuestro conocimiento. En 
esta nueva etapa ómica, la utilización de herramientas de high-throughput junto con 
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la puesta a punto de métodos genómicos adecuados permitirá el acceso a un 
universo proteico que hasta ahora nos era desconocido, lo que permitirá disfrutar 
diseñando enzimas al tiempo que facilitará la aplicación de la biocatálisis en diversos 
campos.     
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